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RESUMO
O tomate, Lycopersicon esculentum Mill., é uma planta cujo ciclo varia de quatro a sete
meses, incluindo-se um a trés meses de colheita. Os desafios fitossanitarios da cultura do tomate
incluem insetos fitofagos e agentes fitopatdgenos que exigem a adoc¢édo de técnicas de manejo para
minimizar as perdas de producdo e garantir a lucratividade. Considerada principal praga da
cultura do tomate, a Neoleucinodes elegantalis Guenée, esta amplamente distribuida na Regido
Neotropical. Na América Latina é encontrada principalmente no Brasil, Venezuela e Colémbia.
Este inseto € responsavel por danos econémicos consideraveis a cultura do tomate, podendo
acarretar um prejuizo de 50% a 90% na producdo desta hortalica. O manejo dessa praga é feito
quase que exclusivamente por inseticidas sintéticos que sdo, na maioria das vezes, aplicados de
forma indiscriminada, sem seguir os principios do manejo ecoldgico de pragas. Este tipo de
aplicacdo pode levar a mudangas especificas no DNA, causando resisténcia. Variagdes genéticas
podem ser detectadas a nivel molecular através mudancas diretas na estrutura do DNA, ou
indiretamente nas proteinas codificadas por genes especificos. Assim, o objetivo desse trabalho foi
analisar a filogeografia de N. elegantalis no Brasil, a fim de compreender a estrutura populacional
e padrdes demograficos. A extracdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento do gene

mitocondrial citocromo oxidase | (CO1) produziu uma porcdo 628 pares de bases em 51



individuos, além de uma rede de 12 hapldtipos e uma diversidade de haplotipica (h) de 0,836. A
populacdo que apresentou a maior diversidade de haplétipos foi a de Garanhuns-PE com um total

de cinco haplétipos, enquanto que a populacdo de Petrolina-PE apresentou apenas um haplétipo.

PALAVRAS-CHAVE: Distribuicdo geografica, manejo de pragas, citocromo oxidase |



POPULATION GENETICS IN SMALL TOMATO BORER Neoleucinodes elegantalis
(GUENEE, 1854) (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE)
por
ANDRE VICTOR PEREZ MAIA
(Sob Orientacdo do Professsor Cesar Auguste Badji - UFRPE)
ABSTRACT
The tomato, Lycopersicon esculentum Mill., is a plant whose cicle varies from four to seven
months, including one to three months of harvest. Phytosanitary challenges of tomato cultivation
include phytophagous insects and phytopathogens agents that require the adoption of management
techniques to minimize production losses and ensure profitability. Considered major pest of
tomatoes to Neoleucinodes elegantalis Guenée, is widely distributed in the Neotropical Region. In
Latin American it is found mainly in Brazil, Venezuela and Colombia. This insect is responsible
for considerable economic losses in tomato, which may cause a loss of 50% to 90% in the
production of this vegetable and its control is necessary especially by the way of his attack. The
management of this pest is done almost exclusively by synthetic insecticides, which are most
often applied indiscriminately without following the principles of integrated pest. This
indiscriminate application may lead to specific changes in the DNA of the pest, thus increasing
the resistance. Besides resistance, other forms of genetic alterations naturally occurring through
the speciation process. Genetic variations can be detected at the molecular level through direct
changes in the structure of DNA, or indirectly through the proteins they encode specific genes.
Thus, the aim of this study was to analyze the phylogeography of N. elegantalis in Brazil in order

to understand the population structure and demographic patterns. DNA extraction, amplification



and sequencing of the mitochondrial gene cytochrome oxidase | (CO1) produced a 628 bp portion
in 51 individuals, and a network of 12 haplotypes and haplotype diversity (h) of 0.836. The
population with the highest haplotype diversity was Garanhuns-PE with a total of five haplotypes,

while the population of Petrolina-PE had only one haplotype.

KEY WORDS: Geographical distribution, pest management, cytochrome oxidase |
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

Lycopersicon esculentum Mill., cujo ciclo varia de quatro a sete meses, incluindo-se um a
trés meses de colheita. (Fontes & Silva 2002). O Brasil é 0 nono maior produtor mundial de
tomate (FAO 2010). Em 2011, o pais produziu 3,7 milhdes de toneladas em 60 mil hectares
(IBGE 2011). Todas as regides brasileiras cultivam essa hortalica, com destaque para Sudeste e
Centro-Oeste, as quais apresentam respectivamente, 35,79% e 34,33% da producdo; seguidas
pelas regibes Nordeste, Sul e Norte, com respectivamente 14,69%, 14,66% e 0,53% (IBGE 2011).
A maior parte da colheita se destina ao mercado in natura, porem a producdo de tomates para as
industrias vem crescendo nos ultimos anos (Melo & Vilela 2005). No Nordeste brasileiro,
Pernambuco destaca-se ocupando o segundo lugar com producdo de 135.508 toneladas, sendo
plantado principalmente nos municipios de Camocim de S&o Félix, Lagoa Grande, Ibimirim e
Garanhuns (IBGE 2011).

Os desafios fitossanitarios da cultura do tomate incluem insetos fitéfagos e agentes
fitopatdgenos que exigem a adoc¢do de técnicas de manejo para minimizar as perdas de producéo,
garantir a lucratividade em funcdo da sazonalidade de precos, e para reduzir o impacto no
ambiente e na satde humana (Silva & Carvalho 2004).

Entre os muitos problemas de ordem fitossanitaria que ocorrem ao longo do seu cultivo
estdo, varios patogenos causadores de doencas (fungos e bactérias) e uma grande diversidade de
artropodes-praga como: Traga-do-tomateiro Tuta absoluta Meyric; Mosca-branca Bemisia tabaci
Gennadius;  Acaros  Aculops lycopersici Massee; Tetranychus urticae Koch e

Polyphagotarsgonemus latus Banks; Mosca-minadora Liriomyza sp.; Tripes Frankliniella
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schultzei Trybom e Thrips palmi Karny; Pulgdes Myzus persicae Sulzer e Macrosiphum
euphorbiae Thomas; Lagarta-rosca Agrotis ipsilon Hufnagel; Broca-grande-do-fruto Helicoverpa
zea Boddie; Lagarta-militar Spodoptera frugiperda Smith e Spodoptera. littoralis Boisduval e
Broca-pequena-do-tomate (BPT) Neoleucinodes elegantalis Guenée (Gallo et al. 2002).

Considerada principal praga do tomateiro, a BPT estd amplamente distribuida na Regido
Neotropical (Leiderman & Sauer 1953, Zucchi et al. 1993). Na América Latina, é encontrada
principalmente no Brasil, na Venezuela e na Colombia (Salas et al. 1991, Miranda 1997). No
Brasil esta praga foi constatada por Costa Lima pela primeira vez em 1922 (Toledo 1948), no
Ceara e desde entdo se tornou importante em quase todas as regibes produtoras de do pais
(Carneiro et al. 1998). A praga pode ser também encontrada em quase todas as zonas de vida
Holdridge (0-2.600 m acima do nivel do mar), demonstrando a capacidade deste inseto para se
adaptar ao frio, climas temperados e quentes (Diaz et al. 2011).

O inseto-praga N. elegantalis é responsavel por danos econdémicos consideraveis a cultura
do tomate e seu controle se torna necessario principalmente pela forma do seu ataque, esses danos
podem acarretar um prejuizo de 50% a 90% na producdo (Nunes & Leal 2001, Gallo et al. 2002,
Gravena & Benvenga 2003, Badji et al. 2003, Miranda et al. 2005).

Em geral o adulto é pequeno, medindo aproximadamente 25 mm de envergadura, as asas
sdo brancas e ligeiramente transparentes, sendo que as anteriores apresentam, na parte média, trés
manchas irregulares escuras, e no apice, uma de cor avermelhada, e as posteriores sdo ornadas
com alguns pontos escuros, mostrando no apice uma mancha de cor menos intensa. O corpo e as
antenas sdo de cor parda esbranquicada (Toledo 1948).

Os adultos de N. elegantalis apresentam dimorfismo sexual, sendo as fémeas de maior
peso (20,2 = 3,9 g) em relagdo aos machos (12,2 + 2,6 g). As dimensdes das fémeas também

superam as verificadas para os machos, quanto ao comprimento do corpo (11,1 +0,7¢ 9,8 £0,8
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mm), comprimento da antena (9,4 + 0,6 e 7,7 £ 0,8 mm), comprimento da asa (11,3+0,9e 8,1 +
0,7 mm) e largura da asa (4,6 £ 0,4 e 3,2 £ 0,4 mm) (Jaffe et al. 2007).

A fémea adulta acasalada deposita os ovos preferencialmente proximos ao célice ou sob as
pétalas de frutos verdes pequenos (23,1 + 8,9 mm) (Blackmer et al. 2001, Sandre Janior et al.
1992), os ovos tém formato achatado e sdo depositados isolados ou agrupados no peciolo
(Carneiro et al. 1998). Séao elipticos e apresentam largura e comprimento médio de 0,46 e 0,69
milimetros, respectivamente (Mufioz et al. 1991), de coloracdo branca quando recém depositados
(Murioz et al. 1991, Gallo et al. 2002) e tornando-se avermelhados quando se aproximam da
eclosdo da lagarta (Carneiro et al. 1998).

A lagarta é do tipo polipoda, subtipo eruciforme, com trés segmentos toracicos e 10
abdominais e cabeca bastante quitinizada (Mufioz et al. 1991). O desenvolvimento larval encerra-
se com cinco instares, apresentando no primeiro coloragdo amarelada (Mufioz et al. 1991),
enquanto que no quinto, assumem coloracdo rosada uniforme e com tamanho de 11 a 13 mm de
comprimento; nesta fase o primeiro segmento toracico é amarelado (Carneiro et al. 1998; Gallo et
al. 2002). A larva eclode entre o quinto e o décimo dia ap6s a postura e penetra no fruto, nos
quais deixam um orificio quase imperceptivel, ocorrendo perfeita cicatrizacdo (Sandre Junior et
al. 1992, Eiras & Blackmer 2003). A ecloséo das larvas obedece a uma periodicidade, ocorrendo
entre a primeira e a segunda hora da fotofase. O tempo gasto para a lagarta penetrar totalmente no
fruto € de, aproximadamente, 74,4 min, alimentando-se da polpa no interior do fruto por
aproximadamente 30 dias e o abandona, deixando um furo que muitas vezes apodrece, apds
completar o seu desenvolvimento, quando mede em média 12 mm de comprimento (Eiras &
Blackmer 2003).

Apos sair fruto a lagarta passa para a fase de pré-pupa e, finalmente, a pupa (Carneiro et

al. 1998, Gallo et al. 2002). Na fase de pré-pupa a lagarta ndo se alimenta, reduz o tamanho e
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assume coloragdo esbranquicada. Torna-se pouco mdvel e inicia a confeccdo da cAmara pupal. A
pupa ¢ do tipo obtecta, com coloragdo variavel de amarelo claro a marrom escuro, de acordo com
0 periodo de duragdo. No quinto dia é verificado dimorfismo sexual das fémeas, as quais
apresentam abertura genital no inicio do oitavo segmento abdominal em relagdo aos machos, que
aparece na parte mediana do nono segmento abdominal. O comprimento médio das pupas das
fémeas e dos machos foi de 11,05 e 10,33 mm, respectivamente (Mufioz et al. 1991).

O controle da N. elegantalis é dificil em virtude do seu comportamento ecoldgico e de
suas larvas desenvolverem-se dentro do fruto (Badji et al. 2003). Em fungdo do seu modo de
desenvolvimento, a BPT fica protegida durante a maior parte do seu ciclo contra os inseticidas. E por
ISSO que, para aumentar as chances de sucesso no seu controle, os produtores fazem preventivamente
pulverizacBes desde o inicio do florescimento. No Agreste Meridional pernambucano os produtores
usam de forma sistematica inseticidas de diversos grupos quimicos, pulverizando as lavouras até seis
vezes por semana durante quase todo o ciclo da cultura, independentemente da presenca ou nao da
praga. Essa préatica de controle preventivo além de aumentar os custos de producédo, pode levar a
intoxicacdo humana (produtores e consumidores), eliminacao de insetos benéficos e deterioracdo do
ambiente entre outros (Guedes & Fragoso 1999).

Por ser uma praga amplamente difundida na regido Neotropical e estar presente em quase
todas as areas de cultivo de tomate do Brasil (Leiderman & Sauer 1953, Zucchi et al. 1993,
Carneiro et al. 1998), é relevante investigar as possiveis diferencas genéticas entre populagdes com o
objetivo de permitir uma melhor escolha de estratégias e taticas de controle.

Kirk et al. (2013) mostraram que as pressdes de selecdo existentes nos diversos
agroecossistemas (métodos de controle, cultivos da regido, variedades utilizadas entre outros) podem

influenciar na genética das populacoes.



Em relagdo a plasticidade fenotipica, pode existir uma ampla gama dentro de uma espécie
influenciada por condi¢cdes ambientais locais com repercusséo no comportamento das populagdes e
na preferencia de hospedeiros (Simpson et al. 2011). Em alguns casos, a plasticidade pode limitar a
distribuicdo da praga (Kirk et al. 2013). No caso da BPT, o manejo é feito quase que exclusivamente
por inseticidas sintéticos (Reis & Souza 1996, Lyra Neto et al. 1998, Lima et al. 2001, Martinelli
et al. 2003), que sdo, na maioria das vezes, aplicados de forma indiscriminada, sem seguir 0S
principios do manejo ecolédgico de pragas. Essa aplicacdo indiscriminada pode levar a mudancas
especificas no DNA que podem causar mudancas no comportamento das pragas e selecionar
individuos com determinado perfil genético. Esta situacdo pode levar a falhas no controle e ao
aparecimento de populacdes resistentes. Estudos mostram que a resisténcia pode ocorrer por uma
mudanca genetica em apenas um locus genético, seja por amplificagio do gene ou por
substituicdo alélica (Roush & Daly 1990). Outras formas de alteracGes genéticas ocorrem
naturalmente atraves do processo de especiagéo.

Por especiacdo, entende-se 0 processo de geracdo de novas espécies, que € aleatorio na
natureza. Varios fatores contribuem para a especiacdo, entre eles o isolamento espacial (micro ou
macrogeografico) que acontece quando duas ou mais populacdes de uma espécie sao separadas por
uma barreira geogréafica, a qual pode ser uma montanha, um deserto ou floresta, causando uma
separacao espacial (alopatria) (Alexander & Bigelow 1960).

Existe também outra forma de especiacdo chamada simpatrica, quando diferentes espécies
surgem de uma populacdo ancestral no mesmo espaco onde coabitam através do processo de
acasalamento seletivo. Apesar do fluxo genético entre os individuos da populacdo ser total, as
interacdes ecoldgicas levam a essa forma de especiacdo. Ela pode ser definida como a emergéncia
de novas espécies a partir de uma populacdo onde o acasalamento é aleatério com respeito a

posicdo geografica dos individuos envolvidos. E importante ressaltar que essa definicio n&o
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impede que o acasalamento seja nao-aleatdrio em relagdo ao gendtipo ou fendtipo. Embora seja
um conceito bem estabelecido, especiacdo simpétrica tem sido dificil de quantificar
empiricamente. Existem evidéncias dessa forma de especiacdo em insetos, peixes, aves e outros
(Gavrilets 2004).

E de grande importancia compreender a variabilidade genética em populacées de insetos
para a elaboracdo de programas de controle. Para um controle eficaz é necessario o conhecimento
dos padrdes de dispersdo e de sua diversidade genética, uma vez que a habilidade de adaptacdo de
um organismo depende da sua variabilidade genética (Yan et al. 1998, Hiragi et al. 2009).

Variagcdes genéticas entre populacbes podem ser detectadas a nivel molecular através
mudancas diretas na estrutura do DNA, ou indiretamente nas proteinas codificadas por genes
especificos. Para quantificar a variacdo genética dentro das populacdes, os dados moleculares séo
utilizados para determinar a média de heterozigosidade (H), a proporcéo de loci polimorficos (P) e
o total (n) ou a média (ne) do numero de alelos por locus. E importante lembrar que distintos
métodos utilizados para detectar variacdo genética derivam em diferentes tipos de informacéo
dependendo da unidade de variacdo em que se baseiam. Por exemplo, 0 DNA, as proteinas, a
forma dos cromossomos ou a morfologia externa. Isso também faz com que cada método tenha
certas limitacbes e vantagens e que os protocolos de amostragem para cada método sejam
diferentes (Mallet 1996, Martinez et. al.1997).

A identidade dos seres vivos € determinada pela composicdo e sequéncia do seu material
genético. As técnicas moleculares, a partir da analise de DNA, apresentam vantagem de serem
rapidas e muito sensiveis, ndo estando sujeitas a variagdes fenotipicas, a acdo do ambiente, ao
estadio de desenvolvimento e a outros fatores que possam alterar a morfologia do organismo
(Martin 2007). O estudo de determinados genes pode fornecer importantes informacBes para

diferenciar espécies, gendtipos ou ainda estabelecer relagdes filogenéticas entre espécies de um
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mesmo género e de géneros diferentes. Possivelmente, 0s genes mais estudados para este fim em
insetos sdo genes mitocondriais (Meyer 1994).

Mitocdndrias sdo organelas de dupla membrana responsaveis pela maior parte da producéao
energética celular, além de exercer outras importantes funcdes participando do processo de
homeostase i6nica, metabolismo intermediario e apoptose (Burger et al. 2003, Shutt & Gray
2006). As mitocondrias possuem sistema genético proprio, um genoma vestigial proveniente de
um antepassado a-proteobacterial endossimbidtico (Gray 1987, Margulis 1996, Gray et al. 2001,
Burger et al. 2003, Shutt & Gray 2006). Informacdes obtidas de estudos moleculares muitas vezes
possibilitam elucidar as relacbes filogenéticas em situacdes em que a morfologia ndo pode
resolver (Lovato 2006). O DNA mitocondrial (mtDNA) proveu os primeiros dados extensos e de
facil acesso disponiveis para 0s evolucionistas de forma adequada para realizarem fortes
inferéncias genealdgicas no nivel intraespecifico. Nas ultimas décadas, tem sido uma importante
ferramenta para muitos estudos envolvendo estrutura populacional, relagdes filogenéticas e a
compreensdo de varios aspectos bioldgicos e evolutivos de uma grande variedade de organismos
(Avise et al. 1987, Arias et al. 2003). Genoma mitocondrial dos animais € o melhor alvo para
realizar analises do que o genoma nuclear devido sua falta de introns, a sua exposicéo limitada a
recombinacdo e o seu modo de hereditariedade hapldide, ou seja, a heranca € citoplasmatica de
origem materna (Saccone et al. 1999, Hebert et al. 2003, Torres et al. 2010).

Outra vantagem importante é que a taxa evolutiva do mtDNA é de 5 a 10 vezes mais
rapida do que o genoma nuclear, dessa maneira, 0 mtDNA tem um nivel elevado de transicdes e
transversdes, assim como uma alta ocorréncia de mutacdes de pequenos comprimentos de pares
de bases (Brown et al. 1979, Castro et al. 1998). O mtDNA ( figura 1) detém genes codificadores
para duas subunidades ribossémicas (12S e 16S), 22 RNA, trés subunidades da enzima citocromo

C oxidase (COl, COll e COIll), citocromo B (cytB), subunidades 6 e 8 de ATP FO sintase (ATP6
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e ATP8) e sete subunidades da NADH desidrogenase (ND1-ND6 e ND4L). Além de todos esses
genes, hd uma regido rica em A+T, ndo-codificadora e que parece conter o controle da replicacao
e transcricdo de mtDNA (Pereira 2000, Kvist 2000, Arias et al. 2003, Lovato 2006). O tamanho
dessa regido exibe grande variacdo entre 0s organismos, ao contrario dos genes, que se
apresentam similares em tamanho em uma ampla gama de espécies, entre invertebrados e
vertebrados sendo detectado por vezes polimorfismo de tamanho a nivel interespecifico (Brown
1979, Avise et al. 1987, Arias et al 2003, Lovato 2006).

Os 13 genes codificadores de proteinas no genoma mitocondrial animal sdo alvos
melhores para estudos filogenéticos, entretanto, o gene citocromo C oxidase subunidade | (COl)
tem duas vantagens importantes: uma delas é que os iniciadores universais para este gene sdo
muito robustos, permitindo a recuperagdo da sua extremidade 5’ a partir de representantes da
maioria, se ndo todos, os filos animais. Em segundo lugar, COIl parece possuir uma maior
amplitude de sinal filogenético do que qualquer outro gene mitocondrial (Avise et al. 1987,
Folmer et al. 1994, Hebert et al. 2003). O DNAmt pode ser considerado como um haplétipo
simples, podendo ser encontrado em todas as células animais (Attardi 1995), e diferencas no
tamanho e namero dos hapldtipos podem ser usadas para estimativa de quantidade e variacao
génica existente entre populacGes (Nei 1987).

As observacGes de que os haplotipos de DNAmt de populacdes de muitas espécies
apresentam-se localizados geograficamente introduziu uma dimenséo filogenética nas discussdes
sobre estrutura de populagdes, levando a proposi¢do do termo “filogeografia” (Avise et al. 1987).
Desse modo, com base na distribuicdo geografica dos haplétipos de DNAmt e no grau de
divergéncia de suas sequéncias, Avise (2000) propGe e discute categorias filogeograficas que

podem caracterizar areas de ocupacdo, distribuicdo de populacdes, existéncia de barreiras ao fluxo



génico ou extincdo de genotipos intermediérios, ocorréncia de zonas hibridas, taxas de migracéao e
inferéncias cladisticas.

Ferramentas moleculares s, portanto importantes para 0 manejo de pragas pois permitem
um maior entendimento dos mecanismos de resisténcia a agrotoxicos (fisiologica, bioquimica e
comportamental) nas populac6es, e também permitem a melhor escolha de estratégias de controle.
Ademais, a biologia molecular permite reconstruir o histérico as etapas e a origem da populacao
praga. Permite entender os processos demograficos e os padrdes de dispersdo associados a

invaséo e surtos de pragas (Kirk et al. 2013).
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RESUMO - Neoleucinodes elegantalis Guenée, é uma importante praga da cultura do tomate no
Brasil e esta distribuida em quase todo o territério brasileiro. Essa praga tem gerado prejuizos
econdmicos e, em fungdo do modo de desenvolvimento, essa praga fica dentro do fruto durante parte
do seu ciclo, permitindo maior resisténcia aos inseticidas e dificultando seu controle. O objetivo
desse trabalho foi analisar a filogeografia de N. elegantalis no Brasil, a fim de compreender a
estrutura populacional e padrées demograficos. Foram coletados larvas do inseto em oito
localidades ao longo do territério brasileiro e analisadas as sequéncias do gene mitocondrial
cytochrome oxidase subunit 1 (CO1). Foi analisada uma regido de 628 pb em 51 individuos,
mostrando 12 haplotipos e uma diversidade de haplotipica (h) de 0,836. A analise espacial
mostrou dois grupos bem definidos, indicando alta estruturagdo populacional e relacéo

filogeografica.

PALAVRAS-CHAVE: Filogeografia, inseto-praga, crop
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POPULATION GENETICS IN SMALL TOMATO BORER Neoleucinodes elegantalis

(GUENEE, 1854) (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE)

ABSTRACT - Neoleucinodes elegantalis Guenée, is an important pest of tomato crop in Brazil
and is distributed almost throughout the Brazilian territory. This pest has generated economic
losses and, depending on the mode of development, this pest is inside the fruit during part of their
cycle, allowing greater resistance to insecticides and difficulty in the control. The aim of this study
was to analyze the phylogeography of N. elegantalis in Brazil in order to understand the population
structure and demographic patterns. The larvae were collected in eight localities along the Brazilian
territory and analyzed the sequences of the cytochrome oxidase subunit 1 (CO1) mitochondrial
gene. A region of 628 bp in 51 individuals was analyzed, showing 12 haplotypes, with haplotype
diversity (h) of 0.836. Spatial analysis showed two well defined groups, indicating high structure

population and phylogeographic relationship.

KEY WORDS: Phylogeography, insect pest, crop
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Introducéo

Dentre as pragas que infestam o tomateiro, a broca-pequena-do-tomate (BPT),
Neoleucinodes elegantalis (Guen.) (Lepidoptera: Cambridae), é considerada uma das mais
importantes no Brasil, Venezuela e Colombia (Salas et al. 1991, Badji et al. 2003, Morais et al.
2007, Picanco et al. 2007). Em condi¢cdes favoraveis ao crescimento populacional, infesta
severamente os frutos, tornando-os improprios para consumo e para 0 processamento industrial
(Badji et al. 2003, Gravena & Benvenga 2003, Morais et al. 2007, Picanco et al. 2007), causando
danos econdmicos consideraveis a cultura do tomate e seu controle se torna necessario
principalmente pela forma do seu ataque (Badji et al. 2003), a qual provoca injurias nos fruto,
provocando prejuizos de 50 a 90% na producdo (Nunes & Leal 2001, Gallo et al. 2002, Gravena
& Benvenga 2003, Miranda et al. 2005).

Eventos biogeograficos como oscilacdo no clima e mudanca em habitats tem sido fator
importante para explicacdo da distribuicdo geografica de muitas espécies, principalmente os
eventos ocorridos no pleistoceno com os ciclos glaciais. Essas condi¢cBes podem promover uma
distribuicdo espacial de demogréafica para N. elegantalis. De fato, Diaz-Montilla et al. (2013)
mostram distribuicdo espacial diferenciada para populacdes de N. elegantalis na Colémbia.
Entretanto, a distribuicdo espacial dos insetos € influenciada ndo apenas por eventos
biogeograficos, mas também por atividades do homem, principalmente com insetos pragas de
plantas cultivadas, as quais sao relacionadas com o movimento de popula¢des humanas (Liebhold
& Tobim 2008).

Neoleucinodes elegantalis no Brasil, pode esta associada com a movimentacdo humana
nas regides de producdo de tomate. Essas regides se estendem desde as regibes mais frias do Sul
do Brasil até as regibes mais quentes e secas do Nordeste, principalmente em areas de floresta

secas (Caatinga) e, apresentam diferencas quanto ao clima, relevo, composicao fitosocioldgica,

17



historias demogréficas e estratégias de controle da praga. Nessas condicGes, € necessario
conhecimento para diferenciar eventos biogeograficos de atividades humanas recentes.
O objetivo desse trabalho foi analisar a filogeografia de N. elegantalis no Brasil, a fim de

compreender a estrutura populacional e padrées demograficos.

Material e Métodos

Local do experimento. Os experimentos foram realizados na Central de Laborat6rio da Unidade
Académica de Garanhuns (CENLAG) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE /
UAG) e no laboratério de Recursos Genéticos da Universidade Federal de Alagoas Campus
Arapiraca (UFAL).

Amostra populacional e extracdo do DNA. Larvas do inseto foram coletadas em oito
populagdes (51 individuos), distribuidas desde o Sudeste até o Nordeste do Brasil (Tabela 1 e
Figura 1A), e mantidas em etanol 70%. Duas populacBes sdo da regido Sudeste do Brasil, nos
Estados de S&o Paulo e Minas Gerais e seis populacfes sdo de origem do Nordeste do Brasil, no
Estado de Pernambuco em areas de floresta seca (ver mapa na Figura 1A). A extracdo do DNA foi
realizada usando protocolo com CTAB (Doyle & Doyle 1987), quantificado usando
espectrofotémetro e a qualidade analisada em gel de agarose 1%.

Amplificacdo e sequenciamento. Foi amplificada a regido do gene mitochondrial cytochrome
oxidase  subunit 1 (CO1) por PCR usando os primers COlF 5’-
ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG-3’ CoxIR 5’-
TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA-3’. As reagdes foram feitas com um volume de 50 pl,
contendo 5 ul tampéo de tampéo de reacdo; 1,5 mM MgCl,; 0,2 mM’ dNTP; 1,25 U Taq DNA
polimerase, 0,5 uM de cada primer e 100 a 150 ng do DNA. A amplificacdo foi realizada em 94

°C por 4 min, seguidos de 30 ciclos de 94 °C por 40 s, 55 °C por 35 s e 72 °C por 1 min e uma
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extensdo final a 74 °C por 4 min. Os produtos de PCR foram sequenciados usando BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®) com eletroforese em um 3500
Genetic Analyzers (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA).

O melhor modelo de substituicdo foi obtido usando o jModelTest 2.1.4 (Darriba et al. 2012) e 0
modelo HKY foi utilizado para posterior inferéncia filogenética usando anélise baysiana. Andlise
baysiana foi realizada usando Beast v1.8.0 (Drummond & Rambaut 2007) com MCMC para 50
milhdes de geracdes e analisada a convergéncia usando Tracer v1.5. O tempo de divergéncia entre
os clados foi estimado usando abordagem baysiana, implementado em Beast v.1.8.0, com uma
corrida de 50 milhdes de geracoes e uncorrelated lognormal clock model and a constante tamanho
populacional, utilizando os parametros de Papadopoulou et al. (2010) para o COL.

Anélise de estruturacdo populacional foi realizado usando SAMOVA A (Spatial Analyses of
Molecular Variance) implementada no Arlequin v3.5.1.2, usando k grupos que maximize as

variacgdes entre 0s grupos, utilizando 1000 interacdes.

Resultados
Distribuicdo e diversidade de haplotipos. Foi seqlienciada a regido do gene COl1 de 51
individuos (oito populacbes) de N. elegantalis. A distribuicdo e a frequéncias sdo mostradas na
Figura 1A e na Tabela 1. Haplotipos H6 e H10 ocorreram apenas nas populaces do Sudeste do
Brasil e os demais haplétipos foram encontrados apenas na regido Nordeste do Brasil. Os
haplotipos H1 e H5 ocorreram em alta freqiéncia e os haplétipos H3, H2, H9 e H12 mostraram-se
em baixa frequéncia nas populacfes do Nordeste do Brasil (Figura 1A). Diversidade haplotipo
total (h) foi de 0,4 na populacdo de CO e 0,8 na populacdo GA. A diversidade nucleotidica ()

variou de 0,0016 (populacdo SJ) para 0,0435 (populacédo ES) (Tabela 1).
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Relacdes filogenéticas e diferencas regionais. As relagdes filogenéticas entre os haplétipos foram
revelados na Estatistica Bayesiana e a rede haplotipica foi obtida a partir da arvore de méaxima
verossimilhanga. Os hapldtipos H6 e/ou H10 foram os tipos basais (Figura 1B e 1C) e, a arvore
Bayesiana (Figura 1B) mostrou a definicdo de dois grupos, correspondendo a populagfes do
sudeste e populaces do nordeste brasileiro. A rede de hapldtipos mostrou o haplétipo H10 com
nucleotideos lager de substituicdo (Figura 1C), quando comparado com o0s outros. Os resultados da
SAMOVA revelaram significancia estatistica (Fct = 0.77 e Fst = 0,78) (Tabela 2). As simulacbes
para grupos k mostraram mais diferengas entre os grupos (77,12%), do que dentro dos grupos

(Tabela 2).

Discusséo

Neoleucinodes elegantalis tem sido uma praga de grande importancia para a cultura do
tomate no Brasil. Este inseto é encontrado em todo o territdrio nacional, se estendendo do Sul ao
Norte do Brasil, apresentando uma ampla adaptacdo aos variados ambientes, habitando regides
frias da floresta atlantica do Sul até as regifes quentes e secas das florestas secas do Nordeste do
Brasil (Carneiro et al. 1998). Neste trabalho, no6s sequenciamos e analisamos a regido do gene
mitocondrial CO1 em diferentes populacdes de N. elegantalis distribuidas ao longo do territorio
brasileiro. Nosso objetivo foi verificar o nivel de diferenciacdo populacional e os padrbes
demogréaficos da espécie. Os resultados revelaram uma elevada estruturacdo populacional entre as
populacdes oriundos da regido Sudeste e Nordeste do Brasil. Os haplotipos encontrados em duas
populacdes do Sudeste ndo foram observados na regido Nordeste, da mesma forma que 0s
haplotipos do Nordeste ndo foram encontrados nas populacdes do Sudeste. Este resultado mostra
que ndo houve fluxo génico entre as populacdes. Mesmo se tratando de uma praga que ataca

frutos de tomate, essa condicdo parece ndo esta associada com recente expansdo da espécie.
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Possivelmente, a larva do inseto ndo sobrevive as condicfes de transporte e armazenamento dos
frutos entre as regides, permitindo fluxo génico.

Os dados de divergéncia entre os dois haplétipos do Sudeste e os 10 hapl6tipos do
Nordeste do Brasil datam de 0.2 e 0.54 Mya (million of years ago). A estimativa de tempo de
divergéncia usando os dados moleculares foram baseados nas taxas de mutac6es para o gene CO1
descrito por Papadopoulou et al. (2010). Em teoria, as flutuacdes climaticas do pleistoceno
poderia ter causado fragmentacdo no habitat, criando fragmentos isolados e refugios para muitas
espécies. Recentes estudos tém mostrado uma divisdao Norte-Sul da Floresta atlantica, indicando
um cenario para estruturacao geografica de populagdes (Martins et al. 2011). Nossos resultados de
tempo de divergéncia mostram que os clados do Sudeste e Nordeste foram separados na epoca do
Pleistoceno, sugerindo que os padrdes filogeograficos estdo associados com refugios ocorridos
nessa época. Essa conclusdo corrobora com estudos de Martins et al. (2011) em vertebrados, o
qual mostra que os clados entre populacbes do Norte e Sul da floresta atlantica apresentam
divergéncia entre 400-500 mil anos. Centro de endemismo de borboletas mostrou quatro regides,
das quais duas se encontram na regido Sudeste e uma centro de endemismo em Pernambuco
(Carnaval & Moritz 2008), apresentando corroboracdo com os resultados para N. elegantalis.
Estudos com N. elegantalis na Coldmbia mostraram uma diferenciacdo genética associada com
montanhas andinas, que atuam como barreiras ao fluxo génico (Diaz-Montilla et al. 2013),
semelhante aos resultado encontrados no presente trabalho.

Os resultados do nosso trabalho concluem que as populac@es de N. elegantalis do Sudeste
e Nordeste do Brasil apresentam elevada diferenciacdo genética para a regido do gene CO1, o
qual o tempo de divergéncia entre os grupos data aos eventos do Pleistoceno, nos quais 0s

refugios na floresta atlantica podem esta relacionados com filogeografia de N. elegantalis.
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Tabela 1. Localizacdo e tamanho da amostra. Para cada populacdo, a diversidade de
haplétipos (h), a diversidade de nucleotideos (n), Fu e D de Li, D de Tajima e numero de

haplétipos de Tajima.

Tamanho

o n° FueLi Tajima’s
Localizacdo da amostra am(cj)ztra h Hapl6tipos D D
Garanhuns (GA) 9 0,80 10,0019 5 -0,264 -0,689
Petrolina (PT) 3 - - 1 - -
Coimbra (CO) 5 0,40 0,0063 2 -1,192 -1,192
Camocim (CM) 6 0,73 0,0034 3 -0,214 -0,144
Encruzilhada de S. Jodo (ES) 7 0,52 10,0435 3 -0,519 -0,654
Séo José do R. Pardo (SP) 4 0,66 0,0416 2 2,223 2,223
Bezerros (BE) 8 0,75 10,0018 4 -0,632 -0,812
Séo Jodo (SJ) 9 0,69 0,0016 4 -1,031 -0,842

0,83 0,272 -0,579
Total 51 6 0,00608 12

CHECAR SE O ESPACAMENTO DA TABELA ESTA ADEQUADO
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Tabela 2. AMOVA resultados entre grupos.

Percentagem de

Fonte de variacéo d.f. variacio P-valor
Entre grupos 1 77.12 Fcr=0.77 P <0.0001
grnut;ig opulagoes dentro dos 6 1.07 Fec=0.05 P <0.0001
Dentro da populacao 43 21.81 Fst=0.78 P <0.0001
Total 50 100.00
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Figura 1 - Padrdo geografico de variacdo genética em Neoleucinodes elegantalis. (A) A

frequéncia de haplétipos de mtDNA (COL1) por localidade. O tamanho de cada gréfico de pizza é

proporcional ao tamanho da amostra em cada localidade (ver Tabela 1) e as cores correspondem
aos hapldtipos. (B) Analise filogenética Bayesiana de coxl. (C) Rede de haplotipos baseado no

cox1 mitocondrial. O tamanho dos Circulos é proporcional as frequéncias dos haplotipos e a cor

indica grupos geogréaficos identificados no A.
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